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Abstract of EP1 035414 

Identifying and/or quantifying of a first substance, which binds carbohydrate, is new. Identifying and/or 
quantifying of a first substance, which binds carbohydrate, comprises: (a) adding a sample to a carrier 
. comprising an immobilized receptor which binds specifically to the substance at a locus which isn't 

involved in the carbohydrate binding; (b) adding a second substance which comprises a carbohydrate part 
which can be bound by the first substance to form a complex which can be detected; and (c) detecting the 
complexes. An Independent claim is also included for a kit for carrying out the identification and 
quantification. 
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(54) Inverser Lectin-Assay (ILA) zur IdenW izlerung und/oder QuanW izierung einer Kohlenhydrat- 
Blndeaktivttat 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur tdentifi- 
zierung und/oder Quantrfizierung einer ersten Sub- 
stanz, welche Kbhlenhydrat bindet, das die Schritte (a) 
Zugabe einer zu testenden Probe zu einem Trdgerma- 
terlal, wobei das Trdgermaterial einen immobilisierten 
Rezeptor trdgt, welcher einen Tell der ersten Substanz 
spez'rfisch bindet, der nicht in die Kohienhydratbindung 
invotviert ist; (b) Zugabe einer zweiten Substanz. die 
einen Kohlenhydrat-Anteil enthait. wobei der Kbhienhy- 
drat-Antell durch die erste Substanz in einem Komplex 
gebunden wird und wobei der Komplex nachweisbar ist; 
und (c) Nachweis des Komplexes umfaBt. Vorzugs- 
weise ist die zweite Substanz. die den Kbhlenhydratan- 
teil enthait. ein Mistellektin. Ferner betrrfft die Erfindung 
einen Test-Kit zur AusfOhrung des Verfahrens, welcher 
(a) einen Rezeptor, welcher einen Teil der ersten Sub- 
stanz spezrfisch bindet, der nicht in die Kohienhydrat- 
bindung invoMert ist; (b) eine zweite Substanz, wie 
vorstehend del iniert; und (c) ein Detektionssystem zum 
Nachweis der zweiten Substanz enthait. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Veiiahren zur Identifizierung und/oder Quantifizierung einer ersten Substanz, wei- 
che Kohlenhydrat bindet, das die Schritte (a) Zugabe einer zu testenden Probe zu einem Tr&germaterial, wobei das Trd- 

5 germaterial einer) immobilisierten Rezeptor trAgt. welcher einen Tell der ersten Substanz spezif iscli bindet. der niclit in 
die Kohlenhydratbindung involviert ist; (b) Zugabe einer zweiten Substanz. die einen Kbhienhydrat-Anteil enthdit, wobei 
der Kohlenhydrat-Anteii durch die erste Substanz in einem Komplex gebunden wird und wobei der Komplex nachweis- 
bar ist; und (c) Nachweis des Komplexes unifaBt. Vorzugsweise Ist die zweite Substanz. die den Kohlenhydratanteil ent- 
hatt, ein l\4istellektin. Ferner betrifft die Erfindung einen Test-Kit zur AusfOhrung des Verfalirens. welcher (a) einen 

10 Rezeptor, welcher einen Teil der ersten Substanz spezifisch bindet. der nicht in die Kohlenhydratbindung involviert ist; 
(b) eine zweite Substanz. wie vorstehend def Iniert; und (c) ein Detektlonssystem zum Nachweis der zweiten Substanz 
enthdit. 

[0002] Eine Aktivitatscharakterisierung von l^^dekQIen mit Kohlenhydrat-Bindealctivitdt (Leguminosen-, Cerealien-. 
C-Typ- Oder S-Typ-Lektinen (Sharon. 1993); Typ ll-Ribosomen-lnaktivierenden Proteinen; Antikfirpern mit Kbhlenhy- 
IS drat-Bindeaktlvitat) Ist insbesondere zur Quantifizierung und Identifizierung von therapeutisch interessanten l^ktin- 
Molekulen von breitem Interesse. Fur einige soteher MolekOle mit Kbhienhydrat-Bindeaktivitat werden anticancerogene 
Oder cytotoxische Aktivltaten beschrleben. 

[0003] Im Stand der Technik ist eine Reihe von Lektinen bekannt, so zum Beispiel Ricin Oder das l^istellektin. 
Mistelextrakte werden schon seit vielen Jahrzehnten in der adjuvanten Tumortheraple eingesetzt Mistellektin (ML), ein 

20 potentes Toxin aus der Mistel, konnte Ende der 80er Jahre als die aktive Komponente der Mistelextrakte beschrieben 
werden (Haito et aL 1989). Mistellektin ist ein IHeterodimer (es gehOrt der RIP li-Proteinfamilie an), von dem die beiden 
Einzelketten zwei vdlkommen unterschlediiche Aktlvitdten aufweisen. Die A-Kette weist eine enzymatische Aktivitdt (N- 
Glycosidase-Aktivitdt) auf, die B-Kette hingegen eine Kbhlenhydrat-Bindeaktivitdt (Lektin). Eine Internalisierung in eine 
Zielzelle erfblgt uber die Kohlenhydrat-bindende B-Kette uber einen noch nicht klentiflzlerten glycosylierten Rezeptor. 

25 In einem MOLT-4 Zytotoxizitatstest (MOckel et al.. 1997) kommt es bei glelchzeitlger Inkubation des MIstellektins mit 
Galactose Oder lactose an der Zielzelle zu einer ErhOhung des IC50 Wertes um den Faktor 10. was zeigt, daB fQr den 
ersten Kbntakt zwischen Mistellektin und Zielzelle die Kbhienhydrat-Bindung verantwortlich ist. Nach erfblgreicher Inter- 
nalisierung von an den Rezeptor gebundenem Mistellektin und anschlleBender proteolytischer Spaltung der enzyma- 
tisch aktiven A-Kette von der B-Kette sowie dem Transfer der A-Kette durch die endosomale Membran Ins Cytoplasma 

30 werden an den RIbosomen die 28S rRNA MolekOle durch Abspaltung eines bestimmten Adenins inaktivlert (Stirpe et 
al. , 1 992). Die beschriebenen Aktivitdten des Mistellektins wie z.B. Aktivierung von verschiedenen Zellpopulationen wie 
den "Large Granular Lymphocytes" (LGL) Oder von naturlichen Killerzelien. (NK Zellen) (Hajto et al.. 1 989) sowie Induk- 
tion von Cytokinen wie TNFa und IFN y (MOckel et al.. 1997) Oder Oberf Idchenmarkern wie CD-25 und HLA-DQ (Beuth 
et al.. 1992) sind dosisabhdngig. Die Abhdngigkeit von der Dosis kann durch eine GauBsche Verteilung beschrieben 

35 werden. FQr eine genaue Dosierung des Wirkstoffes ist es daher nOtig, die Aktivitdt des Wirkstoffes, die sich uber die 
Zellbindung vermittelnde Kohlenhydrat-Bindung definiert, zu quantifizieren. 

[0004] Von einigen l-lerstellern werden schon heute MIstelextraktprdparate auf einen definierten Mistellektin (ML)- 
Gehalt eingesteitt (Lektlnd. MADAUS AG; Eurixor, Medisculab Arzneimlttel GmbH). Hier wird der Gehalt an Mistellektin 
Qber den Bezug zu einer Referenzsubstanz in ngAnI angegeben. Da die spezif ische Aktivitdt des Wirkstoffes variieren 
40 kann, ist diese Gehaltsangabe als suboptimal anzusehen. Anstelle eines Gehaltes an Wirkstoff (in ng/ml) bezogen auf 
eine Referenzsubstanz ist es von Interesse. eine Dosierung des Wirkstoffes Qber seine Kbhienhydrat-Bindeaktivitat zu 
beschreiben. 

[0005] Zur Bestimmung des Gehaltes an MolekQIen rrat Lektin-Aktivrtat Insbesondere des ML-Gehattes in Mistelex- 
traktpraparaten wird bisher standardmdBig der Enzyme-Unked-Lectin-Assay (ELLA) eingesetzt (Vang et al.. 1986). 

45 Hierbei werden auf eine mit einer Glykoprotein-Matrix (z.B. Asialofetuin oder Fetuin) beschichteten Mikrotiterplatte mit 
96 Vertiefungen eine ML-StandardverdQnnungsreihe und die zu analysierenden unbekannten Proben pipettiert und 
dann inkubiert. Im weiteren Verlauf des Tests wird Qber die Kbhienhydrat-Wechselwirkung gebundenes ML uber eine 
Antigen AntikOrper-Reaktk)n mit speziflschen AntikOrpern und diese Wechselwirkung mit etnem an Peroxldase-gekop- 
pelten ZweitantikOrper. der gegen den Fc-Teil des Anti-ML-Antiserums gerlchtet ist, nachgewiesen. 

50 Eine Quantifizierung des Mistellektins erfolgt colorimetrisch durch Substratumsetzung Qber den Bezug der At>sorptjon 
der unbekannten Proben mit der Absorption der mitgefuhrten ML-StandardverdQnnungsreihe. 
[0006] Von SchOllhorn (Patent DE 4123263 Al) wurde der ELLA Test dahingehend modifiziert. daB anstelle des 
Glykoprotelns Asialofetuin zum Beschlchten der Flatten ein Neoglycoprotein (an Rlnderserum-ARximln gekoppelte 
Kohlenhydrate wie z.B. N-Acetyl-Neuraminsdure. N-Acetyi-Galactosid Oder Galactose) eingesetzt wird. Dadurch 

55 gelingt dem Autor eine Diskriminierung verschiedener Mistellektin- tsoformen (insbesondere ML-I und ML-II) abhdngig 
von dem eingesetzten Neoglycoprotein. Eine Qehaltsbestimmung wurde auch von SchOllhom Qber einen mitgefQhrten 
Standard en'eicht. 

[0007] Hatakeyama et al. (1996) beschreiben einen ELLA-fthnllchen Test, in dem anstelle des Asialofetuins defi- 
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nierte Kbhienhydrate chemisch Qber DivinylsuHbn an die Mikrotiterplatte gebunden wurden. Die Bindung mehrerer ver- 
schiedener Lektine (Ricinus communis Agglutinin. Concanavatin A, Weizenkeim-Agglutinin) an diese definierten 
Matrices und die anschlieBende Detel<tion gebundenen Lektins mit colloidaler Gold-L^ung im Protein-Test (Absorp- 
tion bei 620 nm) fQhrte zwar zu einer mengenabhdngigen Zunahme der optischen Dichte bei 620 nm, doch gelang es 

5 den Autoren bis hin zu einer Lektin-Kbnzentration von 300 M€|/m) nicht, das System in eine Sdttigung zu QberfOhren. 
was mit der hohen beobachteten Dissoziation des Lektins von der Kohlenhydrat-l\/latrix erkldrt wurde. 
[0008] Duk et al. (1 994) beschreiben einen EIJJ\, in dem sie Glycophorin A aus humanen Erythrocyten oder in der 
Glyoosylierung chemisch modifizierte Glycophorine zum Beschichten der Festphase einsetzen. Dieses System wurde 
herangezogen. urn die unterschiedliche Kbhlenhydrat-AfFlnitat verschiedener biotinylierter Lektine, die an Avidin-Alka- 

10 lische Phosphatase gekoppelt waren. zu beschreiben. Den Autoren gelingt es bei einem Einsatz von bis zu 8 ^g Lektin 
nicht. eine systeminterne S&ttigung zu eriangen. 

Dieser Test kann daher nur zur Beschreibung von Spezifitaten, jedoch nicht zur Volumenakb'vitdtsbestimmung einge- 
setzt werden. 

[0009] Die oben beschriebenen Testsysteme haben diverse Nachteiie. Ein Vergleich von verschiedenen Chargen 

IS kann nur Qber eine gut charakterisierte Standardcharge eriblgen. Das Ergebnis (in ng/ml) wird in .A^uivalenten der 
Standardcharge" ausgedrQckt. Es besteht daher die Notwendigkeit, Qber die gesamte Dauer einer Produktlaufzeit eine 
Standardcharge zu definieren und vorzuhalten. Dabei muB gewdhrleistet sein, daB die Aktivitat der Standardcharge 
Qber die Zeit stabii bleibt, urn eine verdnderte Dosierung In nStandardchargen-Aquivalenten" zu vermekJen. Herstelier- 
bedingt gibt es jedoch allein auf dem deutschen Markt mehrere verschiedene Standardchargen. die einen Vergleich 

20 unterschiedlicher Prdparate nur schwer eriauben. 

[001 0] Als nachteilig wirkt sich bei den vorgenannten. aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren ferner aus, 
daB bei einer Analyse von Extraktprdparaten der tatsdchliche Gehalt an Molekuten mit Lektin-Aktivitdt. insbesondere 
der Mistellektin-Gehalt. aufgrund potentieller Verunrelnigungen durch z.B. kompetitierende KoNenhydrate (Galaktose / 
Lactose / Oligosaccharide), die die Wechselwirkung zwischen Matrix und Ligand beeinflussen, nicht erfaBt werden 

25 kann, bzw. "felsch negative" Ergebnisse llefert Hinzu kommt. daB im ELLA polyklonale Anti-ML-Antiseren zur Detek- 
tion gebundener Mistellektine eingesetzt werden, wodurch zusfltzlich die Gefahr von Kreuzreaktionen und somit die 
Gefahr von "falsch positiven" Ergebnissen besteht. Unenwunscht ist insbesondere die wenig affine Wechselwirkung 
zwischen Lektinen und den eingesetzten immobilisierten Rezeptoren, wie Asialofetuin oder Neoglycoproteinen. 
[001 1 ] Aufgabe der vorliegenden Erfindung war somit, die vorgenannten nachtelligen Verfahren aus dem Stand der 

30 Technik zu vert)essern und ein zuveriassiges Verfahren zur Isollerung/ldentifizierung und/oder Quantifizierung von 
Substanzen mit Kohlenhydrat-Bindeaktivitdt bereitzustellen. 

[001 2] Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten Ausf uhrungsformen gelOst. 

[0013] Somit betrifft die Erfindung Verfahren zur Identifizierung und/oder Quantifizierung einer ersten Substanz, 

wetehe Kohlenhydrat bindet. das die Iblgenden Schritte umfaBt: 

35 

(a) Zugabe einer zu testenden Probe zu einem Trdgermateriat, wobei das Tragermaterial einen immobilisierten 
Rezeptor trdgt, welcher einen Teil der ersten Substanz spezrfisch bindet, der nicht in die Kbhienhydratbindung 
involviert ist; 

40 (b) Zugabe einer zweiten Substanz, die einen Kohlenhydrat-Anteil enthait, wobei der Kbhienhydrat-Anteil durch die 
erste Substanz in einem Kbmplex gebunden wird und wobei der Kbmplex nachweisbar ist; und 

(c) Nachweis des Kbmplexes. 

45 [0014] Der Begriff "Komplex" im Sinne dieser Erfindung umfaBt jeden chemischen Komplex zwischen der ersten 
Substanz und der zweiten Substanz, wie oben definiert Nicht unter den begriff Kbmplex Men damit kovalente Bindun- 
gen zwischen den genannten Substanzen. 

[001 5] Der Begriff "Nachweis des Komplexes" erfaBt erf indungsgemdB den Nachweis der Komplexbildung selbst. 
wie auch den Nachweis der zweiten Substanz im Kbmplex, wodurch wiederum der Komplex selbst nachgewiesen wird. 
so Ausfuhrungsformen, die unter die erste Alternative fallen, umfassen den Nachweis mit AntikOrpern, die Strukturen spe- 
zif isch erkennen, die durch die Komplexbildung gebikJet werden. Unter die zweite. in der Praxis bevorzugte Alternative 
fallen z.B. Nachweise mit AntikOrpern, die die zweite Substanz spezifisch binden. 

[0016] Der Begriff "spezifisch bindet" bedeutet im Sinne dieser Erfindung, daB der Rezeptor im wesentlichen 
monospezifisch ist und keine oder im wesentlichen keine Kreuzreaktivitdt insbesondere mit weiteren Substanzen mrt 
55 Kohlenhydralbindeaktivitdt aufweist. Der Rezeptor ist vorzugsweise ein hochaff iner Rezeptor. 

[0017] Der Begriff "Teil der ersten Substanz, der nicht in die Kohlenhydratbindung involviert ist" bedeutet erfin- 
dungsgemflB, daB dieser Teil weder in die Substratisindung selbst involviert und damit beispielsweise Teil eines akb'ven 
Zentrums ist noch, daB er die Substratbindung allosterisch beeinfluBt. Der Fachmann kann auf der Basis der Lehre 
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dieser Erfindung wie auch aufgrund seines allgemeinen Fachwissens ohne unzumutbaren Aufwand testen, ob der 
genannte Teil in die Kbhienhydratbindung invoMert ist oder niclit. Beispielhaft wird naclistehend eridutert, wie der 
Fachmann anhand eines Mistellektin bindenden monoidonalen AntlkOrpers ermittein kann, ob dieser an einen Teii der 
Mistellelctinketten bindet. der in die Kbhienhydratbindung involviert ist. Zur Analyse dieser monoMonalen Antikdrper 
5 kdnnen fblgende Tests herangezogen werden: 

Test A: 

[001 8] An eine mit z.B. Asialofetuin (1 0 ^g/Kavitdt) beschichtete Mikrotiterplatte wird mit biotinyliertem rML in einer 
10 Konzentrationsreihe inkubiert Ein Nachweis des Qber die Kohlenhydratbindestellen an das Asiatofetuin gebundene 
rML erfolgt uber die Bindung von Streptavklin. welches wiederum mit HR-Peroxklase markiert ist, in einem kolorimetri- 
schen Verfahren. 

[0019] Zur Analyse der potentiellen Kompetition der Kbhienhydratbindung von monoWonalen AntikOrpern werden 
diese zusammen mit dem rML koinkubiert. Die Roh-00 einer Probe ohne Zugabe von monoklonalem Antik6rper im 

15 Verglelch zu der Probe mrt zu testendem AntikOrper sollte im Bereich der MeBgenauigkeiten gleich sein (^^•^ 0%). Fin- 
det man einen Unterschied >10%, dann kann man davon ausgehen. daB der eingesetzte monoWonale AntikSrper die 
Kohlenhydratbindung der rML B-Kette beeinfiuBt. Als interne Kbntrolle (Glykosylierung des Antik5rpers) wird ein beiie- 
biger, kommerziell erhaitllcher monoMonaler Antik6rper ausder Maus. der nicht mit rML kreuzreagiert, in gleicher Kon- 
zentration eingesetzt. Inkubationszeiten und Temperaturen richten sich nach den in standardmdBig durchgefuhrten 

20 ELISA eingehaltenen Werten. 

TestB: 

[0020] Eine weitere MOglichkeit zum Testen von monoMonalen Antikdrpern kOnnte Qber die Bindung des rML an 

25 die Mikrotiterplatte (10 ^g/rrtl) und die anschlleBende Bindung eines biotinylierten Asialofetuins an das rML und den 
Nachweis des gebundenen Asialofetuins mittels Streptavidin-Peroxidase erfolgen. Zur Analyse der potentiellen Beeln- 
flussung der Kbhienhydratbindung durch die monoMonalen AntikQrper werden diese zusammen mit dem biotinylierten 
Asialofetuin inkubiert. Auch hier wurde ein Vergleich der Roh-OD einer ohne monoklonalen AntikOrper inkubierten 
Probe mit einer mit monoklonalem AntikOrper inkubierten Probe Qber eine Venvendbarkeit des AntikCrpers gemdB den 

30 vorstehend diskutierten Kriterien entscheiden. 

[0021] Mit dem erfindungsgemdBen Verfahren werden eine ganze Reihe von Nachteilen aus dem Stand der Tech- 
nik beseitigt. Beispielsweise werden in den im Stand der Technikbekannten Verfahren Standardchargen bereitgestellt 
Die daraus resultierenden Nachteile. z.B. Aktivitftt der Standardcharge, Qualitat Herstellerdifferenzen, fallen durch die 
Definition einer Volumenaktivitat im erfindungsgemdBen Verfahren weg. 

35 [0022] Mit dem Erreichen einer systemabhdngigen BezugsgrOBe in Form einer S&ttigung der Absorption bei 490 
nm, kann n^lich die Bestimmung eines ICso-Wertes (Wendepunktder sigmoiden Kurve) als MaB des Aktivitatsgehal- 
tes einer unbekannten Probe etabliert werden. Eine systeminterne BezugsgrOBe in Form einer Sdttigung der Binde- 
pidtze konnte fOr das Mistellektin im "konventionellen" ELLA trotz zahlretoher Variattonen und Optimlerungen (pH-Wert. 
Inkubationsdauer und -temperatur) nicht enreicht werden. da die Gleichgewichtsdissoziationskonstanten (Kq) von Lekti- 

40 nen zu ihren Kohlenhydrat-Liganden im jiM-Bereich liegen und damit eine relativ schwache Wechselwirkung beschrei- 
ben. So finden Shimoda & Funatsu (1985) bei dem ML-Homolog Ricin fur Lactose einen Kp-Wert von 43 jiM und fur 
Galactose einen Kp-Wert von 1 64 ^M. Yamashita et al. (1992) bestimmen f Qr ein Lektin aus Wurzein von Trichosanthes 
japonica einen KD-Wert von 1 .3 »iM. Gablus et al. (1992) bestimmten fQr die Wechselwirkung von ML an THP*1 Zellen 
einen Ko-Wertvon 0.8 ^M. 

45 [0023] ErfindungsgemdB wird durch das Verlagern der starken Wechselwirkung zwischen immobilisiertem Rezep- 
tor, Z.B. einem FangantikOrper, und Mistellektin (Kg-Werte Im 10'® M Bereich) an den Beginn der Detektionskaskade 
und die Bindung der zweiten Substanz, z.B. des glycosylierten Asialofetuins, an das zu analysierende Kohlenhydratbin- 
dende Protein (z.B. ML) im letzten Schrlll (Ko-Werte im 10~^ M-Bereich) unmittelbar vor die eigentliche Detektionsreak- 
tion vorteilhaftenwelse eneicht. daB wdhrend der Inkubationsphasen wie auch wahrend der Waschphasen der belegten 

50 Mikrotiterplatte weniger Diffusionsereignisse zu enwarten sind. 

[0024] Das erf indungsgemdBe Verfahren ist gegenuber dem erwahnten Stand der Technik weiterhin von Vorteil, da 
Proben (in einer bevorzugten Ausfuhrungsfbrm Mistellektin enthattende Proben) in Anwesenheit von kompetitierenden 
Kohlenhydraten vermessen werden kOnnen, da die Kbhienhydrat-Aktlvftat erst nach Bindung des Kbhlenhydrat-blnden- 
den ML-MolekQIs Qber die Rezeptor-Ketten-Wechselwirkung an die Platte erfolgt. 

55 [0025] Mit dem erf IndungsgemdBen Verfahren ist man auch in der Lage, marktubliche Extraktpraparate zu vermes- 
sen. In Beispiel 7 wird die Vermessung von heterogenen Extraktprdparaten gezeigt. Durch die Anwendung des ILA 
konnte ein negativer EinfluB von eventuell stOrenden Oligosacchariden oder kompetitiven Kohlenhydraten ausge- 
schlossen werden. was durch Vennessen eines Extraktprdparates im Herstellerpuffer im Vergleich zu einer auf PVP- 
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Puffer (20 mM Phosphat, pH 8.0, 300 mM NaCI. 1 mM EDTA. 100 ^ml PVP) dialysierten Probe bestatigt werden 
konnte (Fig. 8). 

[0026] Durch den Einsatz eines monoklonaten Antikdrpers gemSB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfbrm. 
der nur gegen einen nicht in die Kbhienhydratbindung involvierten Teil der Substanz, z.B. die ML-A-Kette, gerlchtet ist, 
5 kOnnen zudem Kreuzreaktionen minlmlert werden. Der Test hat daher in der Praxis eine hOhere Spezif Hat gegenOber 
MLgezelgt. 

[0027] ErfindungsgemSB wird im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Anordnungen zur DurchfQIirung der 
Bestimmungsverfahren zu Beginn der Detektionskaskade die sehr spezif ische Bindung des Lektins uber einen die Kbh- 
lenhydrat-Bindung nicht beeinflussenden Rezeptor, vorzugsweise monoklonalen AntikOrper gelegt. Aufgrund der 
10 Rezeptorbeschichtung/Antikfirperbeschichtung mit nachgeschalteter Lektin-Zugabe in den ersten beiden Schrltten 
konnte die gegen stdrende Pufferkomponenten sensible Lektin-Kohlenhydrat-Erkennung im Aufbau zeitlich an das 
Ende der Detektionskaskade verschoben werden. Die Erkennung des an den AntikOrper gebundenen Lektins erfolgt 
dann beisplelsweise mit einer KbmplexlOsung. bestehend aus dem markierten Kohlenhydrat*tragenden MolekOI (z.B. 
biotinytiertes Asiatofetuin) und ein Detektionsreagenz (z.B. Avidin-Peroxidase). Eine Messung der nachweisbaren Mar- 
ts kierung erfolgt Dber die Ermitttung der Aktivitdt (z.B. des Enzymumsatzes). vorzugsweise in einem colorimetrischen 
Verfahren. 

Zusammenfassend laBt sich feststellen, daB es mit dem erfindungsgemaBen Verlahren som'rt gelungen ist, einen 
systeminternen Bezugspunkt zu erreichen, der eine Standardunabhangigkeit ermOglicht. Es wurde eine Kohlenhydrat- 
Bindeaktivitdt und In einer bevorzugten Ausfuhrungsfbrm eine Lektin-Bindeaktivitat und in einer besonders bevorzugten 

20 Ausfuhrungsfbrm Mistellektin-Bindeaktlvitat deflniert, die In Form einer Aktivitatseinheit beschrieben werden kann. 
Dabei kann die Aktivitat auch in solchen LOsungen beslimmt werden, die in bisherigen ly/leBsystemen falsche, ins- 
besondere zu geringe (^alsch negative"). Signale geliefert hatten. Weiterhin gelang es. durch die Einfuhrung einer 
systeminternen BezugsgrOBe. verschiedene l\^istellektin-Proben Standardchargen-unabhangig zu vermessen. Der ILA 
ist damit von groBem Interesse fur Hersteller standardisierter ML-Praparate. 

25 [0028] In einer bevorzugten AusfQhrungsfonn ist die erste Substanz ein Lektin. 

Laut einer Einteilung von Molekulen mit Kbhlenhydrat-Bindeaktivitat in vier Lektin-Wassen (Sharon, 1993), die mit dem 
erf indungsgemaBen Verfahren erfaBbar sind, gibt es eine Reihe von Kohlenhydrat-bindenden Molekulen, die man auf- 
grund ihrer Aminosaure-Primarstuktur nicht In eine dieser Klassen einordnen kann, wie z.B. das Cytokin lnterleukln-2 
(IL-2) (Zanetta et al., 1 996) oder das Mannose-Blndeprotein aus Dendritischen Zellen oder Makrophagen (Stahl & Eze- 

30 kowitz 1998). Diese Kohlenhydrat-bindenden ly^lekOle werden durch andere bevorzugte AusfOhrungsfbrmen des 
erfindungsgemaBen Verfehrens ebenso indentifiziert/quantifiziert, wie monoWonale Antikfirper, funktionelle Frage- 
mente oder funktionelle Derivate davon. die eine spezlfische Glycosylierung (z.B. an einem Protein oder einem Giyoo- 
lipid) erkennen. 

[0029] Besonders bevorzugt ist, daB die erste Substanz ein pflanzllches Lektin ist. 
35 [0030] In einer weiteren besonders bevorzugten AusfQhrungsfbrm ist das pf lanzlk;he Lektin ein Mistellektin. 

[0031 ] In einer w«teren bevorzugten AusfQhrungsfbrm Ist die zweite Substanz, die einen Kohlenhydrat- Anteil ent- 

hait. ein Glykoprotein, vorzugsweise Asialofetuin. ein Glykolipid, ein Kohlenhydrat oder ein synthetisches Substrat mit 

Kohlenhydrat-Anteil oder ein Neoglycoprotein, vorzugsweise Galactosyl-Rinderserumalbumln. 

[0032] In einer zusatzllchen bevorzugten Ausfuhrungsfbrm ist das synthetlsche Substrat mit Kbhienhydratanteit ein 
40 Neoglycoprotein. vorzugsweise Poly-N-Hydroxyethyl-N-SP-Blotinyl-N-SP-Glycosyl-ACTylanfwd. 

[0033] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfbrm Ist der Immobilisierte Rezeptor ein AntikOrper, ein Aptamer 

Oder ein Enzym. 

Unter den Begriff **AntikArper" fallen erf IndungsgemaB auch Fragmente oder Derivate von AntlkOrpem, die naturlichen 
Ursprungs, synthetischer oder semisynthetischer Natur sein kOnnen. Fragmente umfassen Fab- oder F(ab')2 — Frag- 

45 mente. Die Herstellung von AntikCrpern und Fragmenten davon ist beisplelsweise beschrieben In Harlow und Lane 
(1988). Derivate schlieBen scFv-Fragmente ein sowie Derivate, die durch Peptidomimetics hergestellt wurden. Letzte- 
res gilt auch fur die im erfindungsgemaBen Verlahren eingesetzten Enzyme. "Aptamere" und ihre Herstellung sind im 
Stand der Technik beschrieben belspieteweise in Osborne et al. (1997). sowie in Stull und Szoka (1995). 
[0034] Besonders bevorzugt Ist, daB der AntlkOrper ein monoklonaler AntikOrper ist. 

50 [0035] Weiterhin ist bevorzugt. daB die zweite Substanz. welche einen Kohlenhydrat-Anteil enthait, nachweisbar 
markiert ist. In dieser bevorzugten AusfQhrungsfbrm ist besonders bevorzugt, daB die Markierung mit der zweiten Sub- 
stanz kovalent verbunden ist. 

[0036] Ferner ist besonders bevorzugt, daB die Markierung eine dritte Substanz ist, die eine vierte Substanz spe- 
zif isch bindet. 

55 [0037] In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform erfolgt der Nachweis vermittels eines zweiten Rezeptors, 
welcher spezifisch an die zweite Substanz bindet. Die RezeptoitMndung ist Qblicherweise eine t<bmplexblklung, die 
unter z.B. physiologischen Bedingungen ablaufen kann. 

[0038] Besonders bevorzugt ist, daB der zweite Rezeptor nachweisbar markiert ist. 
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[0039] In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsfbrm der erfindungsgemaBen Verfahrens setzt man fOr den 
Nachweise einen dritten Rezeptor zu, wobei der zwerte Rezeptor durch einen dritten Rezeptor gebunden wird und 
wobei der dritte Rezeptor, vorzugsweise durch ein daran gekoppeltes Enzym, nachweisbar markiert ist. 
[0040] In einer weiteren beeonders bevorzugten AusfOhrungsfbrm ist die dritte Substanz Biotin, Avidin Oder Strep- 
5 tavidin. 

[0041] Weiterhin ist besonders bevorzugt. da3 die vierte Substanz Biotin, Avidin Oder Streptavidin ist. 
Die beiden letztgenannten Ausfuhrungsformen sind insofern funktionell miteinander verknQpft, ats die dritte Substanz 
mit der vierten Substanz ein bindendes Paar ausbilden soil. Ist beispielsweise die dritte Substanz Biatin, so sollte die 
vierte Substanz Avidin oder Streptavidin sein. 1st andererselts die dritte Substanz Avidin oder Streptavidin, so sollte die 
10 vierte Substanz Biotin sein. 

[0042] In etner anderen besonders bevorzugten AusfOhrungsfbrm Ist der zweite und/oder dritte Rezeptor ein Anti- 
kOrper, ein Aptamer oder ein Enzym. 

Hinsichtlich der Definitionen fOr AntikOrper und Aptamere wird auf die vorstehende Beschrelbung venwiesen. 
[0043] Weiterhin Ist bevorzugt, daB die vierte Substanz nachweisbar markiert ist. 
15 [0044] Besonders ist dabei auch bevorzugt. daB die Mariderung ein an die vierte Substanz gekoppeltes Enzym 
gekoppelt ist. 

[0045] In einer anderen besonders bevorzugten AusfOhrungsfbrm ist die Markierung eine f luoreszierende, chemi- 
lumineszlerende, biolumineszlerende oder radioaktive Markierung oder colloidales Goki. 

[0046] In einer weiteren besonders bevorzugten AusfOhrungsfbrm erfblgt der Nachweis durch Spektrometrie, Fluo- 
20 rimetrie. Lumlnometrle. Radlometrle, Pokenttometrie oder enzymatisch / katalytisch. 

[0047] Weiterhin ist bevorzugt, daB das Enzym durch eIne colorimetrische Substratumsetzung nachgewiesen wird. 
vgl. Harlow und Lane. a.a.O. 

[0048] Besonders bevorzugt Ist. daB das Enzym Meen'ettlch-Peroxidase oder alkalische Phosphatase Ist. 
Die Im ILA einzusetzenden Substrate sInd zum einen 5-Brom-4-chlor-3-lndolyl Phosphat (#B0274) fOr die alkalische 
25 Phosphatase-Nachweisreaktlon sowie o-PhenylendlamIn (#P8287) fOr die Peroxidase-Nachweisreaktion. Die Sub- 
strate sind bei Sigma unter den genannten Nummern erhdltlich. 

[0049] Auch ist bevorzugt, daB die zweite Substanz zusammen mit den weiteren Substanzen und/oder Rezeptoren 
in einem Schritt zugegeben virird. 

Die glelchzeltige Zugabe beispielsweise des blotlnyllerten Asialofetulns und des Nachwelssystems best^end aus z.B. 
30 Avldin-Peroxldase reduziert die Zaht der DIffuslonserelgnisse wdhrend der Inkubatlon und erieichtert dadurch das 
Erreichen der systeminternen GrOfie der Sflttigung. 

[0050] In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsfbrm wird die erste Substanz in einem Rohextrakt nachgewie- 
sen und/oder quantiflzlert. 

Eine solche AusfOhrungsfbrm bietet die Gelegenheit als heterogene LOsungen auf dem Markt befindliche Extraktprd- 
35 parate trotz eines mOgllchen Gehalts an kompetitiven Kohlehydraten bezogen auf den Gehalt an WIrkstoff (z.B. MIstet- 
tektin) zu qantifizieren und ggf. zu normieren. 

[0051] In einer weiteren besonderen AusfOhrungsfbrm wird eine Sdttlgung der Bindung der ersten Substanz unter 
einer Kbnzentratlon von 50 hqM, bevorzugt unter einer Kbnzentration von 5 \LQfrvA, starker bevorzugt unter einer Kbn- 
zentration von 2 ng/rnl und besonders bevorzugt unter einer Kbnzentration von 0,9 jig/mi erreicht. 
40 Die Sdttigung steilt im erfindungsgemdBen Verfahren ein wesentliches Ereignis dar. Das Erreichen der Sdttigung ist 
jedoch abhangig von der Spezifrtdt und der Konzentration an immobillsiertem Rezeptor. 

Mit dem hier beschriebenen Verfahren wird eine LOsung der Nachtelle vom Stand der Technik aufgezeigt. Bisher ist es 
diversen Autoren nicht gelungen. die systemlnterne Sdttigung bei niedrlgen Analyt-Kbnzentrationen zu erreichen, was 
hier aufgrund der Invertierung des Testaufbaus im Vergleich zu dem tm Stand der Technik bekannten Testaufbau gelun- 
45 gen ist. 

[0052] Auch ist bevorzugt. daB das teste Trdgermaterlal eine MIkrotiterplatte. ein TestrOhrchen oder ein KOgelchen 
(Bead) ist. 

[0053] DarOber hinaus betrlfft die Erf indung ein Test-Krt zur AusfOhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. ent- 
haltend: 

50 

(a) einen Rezeptor, wie vorstehend def Iniert, welcher einen Tell der ersten Substanz spezifisch bindet. der nIcht in 
die KbhIenhydratbindung invdvlert ist; 

(b) eine zweite Substanz. wie vorstehend deflniert; und 

55 

(c) eine Detektlonssystem zum Nachweis der zweiten Substanz. 
[0054] Es Ist weiterhin bevorzugt. daB In dem Test-Kit 
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(a) der Rezeptor, welcher einen Teil der ersten Substanz spezifisch bindet, der nicht in die Kbhienhydratbindung 
involviert ist, ein monoMonaler AntikOrper ist; 

(b) die zweite Substanz biotinyliertes Asialofetuin ist und 

s 

(c) das Detektionssystem mit Meerrettich-Peroxidase konjugiertes Avidin ist. 

[0055] Besonders bevorzugte Anwendungsmodi dieses Test-Kits sind nachfolgend beschrieben. 
[0056] Die Komponenten des erfindungsgemdBen Kits kdnnen getrennt Oder zusammen verpackttonfektioniert 
10 sein, wcbei die getrennte Verpackung der Komponenten bevorzugt ist. 

[0057] Weiterhin ist besonders bevorzugt, daB in einem Test-Kit der Rezeptor an ein Trfigermaterial immobilisiert 
ist. Das Trdgermaterial tst vorzugsweise wie vorstehend dargestellt ausgestaltet. 

[0058] Nachfbtgend werden einige Beispiele bzw. bevorzugte AusfQIirungslbrmen des erf indungsgemftOen Verteh- 
rens zum besseren Verstftndnis der Erf indung im Zusammenliang dargestellt. 

IS [0059] Im ersten Schritt des ILA erfblgt eine Beschichtung des Trdgermaterials, vorzugsweise eine Mikrotiterplatte, 
mitdemdie Kohlenhydrat-Bindung nicht beeinflussenden hochaffinen Rezeptor. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
handelt es sich hier urn einen spezif isohen monoMonalen AntikOrper. In der AusfQhrungsfbrm zum Nachweis von ML 
wird ein monoMonale AntikOrper gegen die A-Kette (z.B. TA5) eingesetzt. DIeser AntikOrper wurde auf konventionellem 
Wege hergestellt; vgi. Harlow und Lane (1988). Aufgrund der hohen Affinitdt des AntikOrpers zu IVIL-I (niedriger Kq- 

20 Wert im Bereich von 10'^ M; Tonevitzky et al., 1995), gelingt es, die an die Platte gebundenen AntikOrper quantitativ mit 
dem zu detektierenden bzw. zu quantlfizierenden Lektin (in diesem Fall ML) zu binden. Die weniger affine Wechselwir- 
kung zwischen dem Lektin und der zwerten Substanz, die den Karbohydrat Anteil trdgt und vorzugsweise ein Glykopro- 
tein, im Faile des ML Asialofetuin. ist, wurde in diesem Aufbau an das Ende der Detektionskaskade gesetzt (Abbildung 
1 : schematischer Auflsau). Neben dem Karbohydrat-Anteil trdgtdie zweite Substanz noch eine zusdtzliche Markierung. 

25 Diese Markierung kann entweder direkt nachweisbar sein (z.B. Ruoreszenz. Radioaktivitat Goklmarkierung) oder in 
einer bevorzugten AusfQhrungsfbrm eine dritte Substanz sein, die Ober eine Wechselbeziehung mit einer vierten Sub- 
stanz erkannt wird. In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsfbrm ist die dritte Substanz Biotin und die vierte Sub- 
stanz Avidin-Peroxidase oder Streptavidin-Peroxidase. 

Abhdngig von dem Gehalt an und der Bindeaktivitat von ML in einer Probe wird eine Dosis-Signal-Kun^e Qber die 

30 Umsetzung eines Substrats (z.B. colorimetrisch) aufgenommen. die durch den Einsatz steigender Volumina in einer 
systeminternen Sdttigung endet. Mit dem systeminternen Bezugspunkt der "Sdttigung" wird Qber die Ermittiung der 
halbmaximalen Sdttigung (ICsQ-Wert; Vier-Parameter-Fit) eine Voiumenaktivitatseinheit (U/ml) als Maf3 des Gehaltes 
sowie der Aktrvitat an Kbhtenhydralbindendem Material deflniert. Durch den Bezug auf die Qesamtproteinkonzentratlon 
mittels Proteintest (z.B. Bradford-Assay) wind zudem die Berechnung einer spezifischen Aktivitdt (U/^g) ermdglicht. 

55 Mit einer Variation des Volumens von z.B. einer rel^mbinant dargestellten ML Prdparation (rML) unbekannter Kbnzen- 
tration kann ein Volumenbereich gefunden werden, der einen sigmoiden Verlauf beschreibt (Beispiel 1, Fig.2). In 
Abhangigkeit des Gehaltes an rML in einer Charge variiert das Volumen, welches zum En'eichen der halbmaximalen 
Sattigung benOtigt wird. Je Meiner das benOtigte Volumen ist (IC50). desto hOher ist die Volumenaktivitat einer Probe. 
Ebenso konnte in einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform mit dem natOrltehen Mistellektin I (ML-I) 

40 dosisabhangig eine Sattigung erreicht werden (Beispiel 2, Fig. 3). 

[0060] In Beispiel 3 wurden zwei verschiedene rML-Chargen mittels ILA auf ihre Volumenaktivitat untersucht. IHier- 
bei konnten zwei unterschiedliche Volumenaktivitaten beschrieben werden, die sich um den Faktor 1.6 unterschieden 
(Fig. 4). Der im li^ ermittelte Faktor konnte auch in Mikro-Bradfbrd bestdtigt werden. was letztlich zeigte. daB die spe- 
zifischen Aktivitaten (U/^g) fQr die Qber den gleichen ProzeB gereinigten Proteine praktisch identisch waren (Tabelle 1). 

45 Eine Beschreibung von verschiedenen Lektin-enthaftenden Proben, vorzugsweise Mistellektin enthaltenden Proben. 
erfolgt hier nicht mehr Qber die Bezeichnung "Aquivalente der Standardcharge" sondern Qber eine Substanzeigen- 
schaftder Kbhienhydrat-bindenden Proteine. 

[0061 ] In Beispiel 4 ist die Richtigkert bzw. die Plausibilitat („accuracy^ des Tests beschrieben (Fig. 5). Hier wurde 
eine rML-Charge seriell 1:2 verdunnt. Die verschiedenen VerdQnnungen wurden im AnschluB im 11^ vermessen. Im 
50 Konzentrationsbereich von 1 ^g/ml bis 10 fig/mi konnte dabei eine linearere Kbrrelation zwischen Volumenaktivitat und 
Gehalt konfbrm der jeweiligen Verdunnung beobachtet werden. Der oben erwahnte Konzentrationsbereich stellt gleich- 
zeitig den Bestimmungsbereich des ILA-Tests dar. 

[0062] In Beispiel 5 wurde rML in steigenden Volumina auf einer mrt TA5 beschichteten Platte inkubiert. Hierbei 
wurden zum einen Proben ohne Zugabe des kompetitiven Kohlenhydrates Lactose (20 mM) als Kontrolle und zum Ver- 
55 gleich rML-Proben zeitgleich mit 20 mM Lactose inkubiert (Fig. 6). Nach der Inkubation der Proben an der TA5 Matrix 
wurde die Platte gewaschen. Dadurch konnten die Fdgebedingungen (spez. Wechselwirkung der B-Kette mit Asialofe- 
tuin) in einem fQr diese Reaktion optimierten Puffersystem erfblgen. Vergleicht man die Volumenaktivitaten dieser bei- 
den Ansatze, so stellt man fest, daB bei der inkubation des immobilisierten Rezeptors, beispielsweise des 
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monokionalen AntikOrpers TA5. mit dem Lektin, besonders bevorzugt Mistellektin, die Kohlenhydrat-Wechselwirkung 
Kompetitierende Agenzien, wie z.B. Lactose, keinen signifikanten EinfluB auf die Voiumenaktivitat haben. 
Eine Kbmpetition der Kbhienliydrat-Wechselwlrkung zwischen der B-Kette und dem Asialofetuin (Beispiel 6) l^nnte mit 
lactose beschrieben werden. IHier wurde ein definiertes Volumen rML Qber den mAk TA5 gebunden. Bei der ansclilie- 
Benden Inkubation des Asialofetuin-Sandwiches wurde Lactose in einem Kbnzentrationsbereich von 280 bis 140 
mM eingesetzt (Fig. 7). Die Hdlfte der gebundenen rML-MolekOte konnten mit 2.6 mM Lactose verdrdngt werden (IC50). 



[0063] 
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: Bestimmung der Voiumenaktivitat verschiedener rML-hahiger Proben 
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: Darstellung der Voiumenaktivitat versus rML-Gehaltes 




Fig. 6 


: Vermessung von Kompetitoren (z.B. Lactose) enthaltenden rML-Proben 




Fig. 7 


: Kbmpetition der Kohlenlfiydrat-Bindung durch Lactose 
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: Bestimmung der Voiumenaktivitat von Extraklpraparaten 
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Die Beispiele eriautern die Erfindung. 





Beispiel 1 : Altgemeiner Aufbau des iLA Tests zur Volumenaktlvitatsbestimmung von Kohlenhydrat-bindenden 
Molekfllen 

[0065] Im ersten Schritt des ILA-Sandwteh-Tests eriblgt eine Beschichtung der 96-Loch-Platte (Nunc Immuno 
Platte #446612) u.N. mit dem die Mislellektin A-Kette erkennenden monoWonalen AntikOrper (mAk) TA5. Die Konzen- 
tration des mAks betragt 3 jig/ml in PBS (50 mM Na2HP04, pH 7.4, 130 mM NaCI). Pro Kavitat werden 100 der 
Ldsung pipettiert und Ober Nacht be! RT inkubiert. Nach 3x V^hen der Platte mit P6S-T (50 mM Na2HP04. plH 7.4, 
1 30 mM NaCI, 0.05 % Tween 20) wird die Platte 1 h bei RT mrt je 200 ^ PBS 1% (w/v) BSA (50 mM NaaHPCH. pH 7.4, 
1 30 mM NaCI + 1 % (w^) BSA von Sigma #A3803) geblockt. Nach OTeutem 3x Waschen mit 1 50 jil PBS-T wird an den 
AntikOrper Mistellektin uber die A-Kette gebunden (Inkubation 1 h, bei 37 ""C). Hier werden routinemaiBig die Volumina 
30y20/9/6/4/1/0.5A).2/0.iy0.05/0.02/0 \i\ pipettiert, wobei fur die Endvolumina 4 ^1 und 1 (il in die Platte 40 (J bzw. 10 ^il 
einer 1:10 VerdQnnung in PVP-Puffer (20 mM Na2HP04, pH 8.0. 300 rnM NaCI, 1 mM EDTA, 100 ^g/rnl Polyvinylpy- 
rolidon-10, (Sigma #P6755) und fOr die Volumina 0.5, 0.2, 0.1 0.05 sowie 0.02 ausgehend von einer 1 :100 VerdQnnung 
der AusgangslOsung in PVP-Puffer 50, 20, 10, 5 und 2 ^1 pipettiert werden. Die verschiedenen Volumina werden ad 50 
^1 auf P VP-Puffer und ad 100 fii auf PBS 0.05% BSA gebracht. Pro MeOwert werden drei individuelle Kavitaten pipet- 
tiert. aus denen nadi Vermessen der Platte Mittelwerte gebildet werden. Im folgenden schlieBen sich nach 3x Waschen 
mit 150 ^1 PBS 0.05% BSA zwei Reaktionen gekoppelt in einem Schritt an. 100 |il Biotinyliertes Asialofetuin, in einer 
Konzentration von 400 pg/ml in PBS+ 0.05% (w/v) BSA (Hersteilung: Biotinylierungsagens von Pierce (#21335) und 
Asialofetuin (Typ I, Fetal Calf Serum, Sigma #A4781) werden im molaren Verhaitnis 1 :20 laut Protokollbuch von Pierce 
inkubiert und dialysiert) wird zusammen mit 100 einer 1:75 VorverdQnnung der Avidin-Peroxidase (Sigma #A7419) 
in PBS 0.05% BSA (w^) In 9.8 ml des der B-Ketten-Kohlenhydrat-Bindeaktivitat angepaBten Acetat- Puffers (50 mM 
Na-Acetat pH 5.6. 100 mM NaCI, 1 mM EDTA, 0.05% (wM BSA) aufgenommen. Es erfolgt parallel die Bindung des 
Asialofetuins an die B-Kette und die Wechselwirkung des Biotins mit dem Avidin. Bei der abschlieBenden Substratre- 
aktion werden eine OPD-Tablette (Sigma #P8287) in 25 ml 50 mM Na-Citrat-Puffer, pH 5.0 (vortemperiert auf 25 *»C) 
geldst. Kurz vor Zugabe von je 100 ^1 SubstratlOsung wird der 25 ml SubstratlOsung 10 ^1 H2O2 zugegeben und gut ver- 
ruhrt. Nach 30 min Inkubation bei 25 ""C wird die Reaktton durch Zugabe von 100 ^ 1 M H2SO4 abgesoppt. Die Platte 
wird in einem Mikroplatten Reader bei 490 nm vermessen. Die Puffert>lanks wie auch die A690 nm werden von den 
Rohdaten subtrahiert. Es erfolgt eine Auftragung der Absorption bei 490 nm gegen die eingesetzten Volumina der ML- 
Probe. Abhangig von der Aktivitat der ML-Ldsung kommt es zum Anstieg der A490 in Abhdngigkeit des eingesetzten 
Volumens bis hin zum Ausbilden einer Sattigung. Eine Sattigung gilt als erreicht. wenn die A490 der ietzten drei Volu- 
mina (9, 20 und 30 pi) +/- 10% gletoh sind. Mit Hilfe des Vier-Parameter-Fits (Software: Softmax PRO von Molecular 
Devices) kann nun der Wendepunkt der sigmokJen Kun^e ermittelt werden. Dieser Wendepunkt beschreibt ein def inier- 
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tes Volumen und wird ais eine Volumeneinheit del iniert. Der Wert (in ^1) der Voiumeneinheit ist umso grOBer je weniger 
rML in einer LOsung vorhanden ist. Der Bezug auf ein Milliliter (1000 \l\ I Wert C) fOhrt dann zur Volumenaktivttat (U / 
ml). FQr die in Fig. 2 dargestellte rMLCharge ergit)t sich somit eine Volumenaktivitat von 1 U/0.759 ^1 Oder 1318 U/ml. 

Beispiel 2: Ermlttlung der systemlnternen Sflttlgung am Belsplel des ML-I 

[0066] Ausgehend von einer ML>I Standardldsung (#220793) wurde die ML-Konzentration ermittelt. bei der das 
System die Sdttigung erreicht. 

MIsteliektin I (ML-I) wurde in einem Kbnzentrationsbereich von 0.02 ng bis 2800 ng/ml eingesetzt. Ausgehend von einer 
100 \iQlm\ StammlOsung in PVP-Puffer wurden 1 :10, 1 :100 und 1 :1000 ZwischenverdOnnungen in PVP-Puffer herge- 
stellt. Die der jeweiligen ML-I Quantitdt entsprechenden Volumina wurden ad 50 ^1 PVP-Puffer pipettiert und ad 100 ^ 
mit PBS + 0.05% (w/v) BSA ergdnzt. Der grundsdtzliche Verlauf des ILA erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. Es kann 
eine deutliche Abhdngigkeit der Absorption bei 490 nm (A490) von der eingesetzten Quantitdt an ML-I beobachtet war- 
den (Fig. 3). Zu Beginn (0.02 ng/ml bis 10 ng/ml) zeigt sich eine schwache Abhdngigkeit der A490 von der ML-Zugabe 
schlieBt sich eine lineare Abhdngigkeit der A490 von der ML-Zugabe an (10 -700 ng/ml), die dann bei einer ML-I Kbn- 
zentration von etwa 900 ng/ml in eine Sflttigung der A490 Qbergeht. 

Beispiel 3: ErmitUung von Vblumenaktivltfiten unterschiediicher rekomblnanter llflistelielctin Proben 
[0067] Das experlmentelle \/brgehen entsprach dem in Beispiel 1 dargestellten. 

Fig. 4 zeigt ein Balkendlagramm, bei dem die Volumenaktivitdt zweier Chargen gegen den Proteingehalt laut Mikro- 
Bradlbrd dargestellt ist Eine Zusammenfassung der Ergebnisse sind in der unten stehenden Tabelle 1 zusammen- 
gefaBL 



Tabelle 1 



Ermittiung von spezifischen y\ktivitdten zweier rML-Proben 


rML-Probe 


VolumenakHvitat laut ILA 
(U/ml) 


Gesamtprotein laut 
MIkro-Bradf. (^g/ml) 


spezif ische Aktivitat 
(U/MQ) 


#161296 


2573 


14 


184 


#220497 


4310 


21.3 


202 



[0068] Die Tabelle zeigt, daB sich die beklen aufgefOhrten Proben, die Qber den identischen Herstell- und Reini- 
gungsprozeB dargestellt wurden, sich zwar in ihrer Volumenaktivitat (U/ml) unterschleden, doch Qber den Bezug mi 
einem Gesamtprotein-Test (Bradford) eine nahezu Identische spezif ische Aktivitat (U/^g) aufweisen. 

Beispiei 4: Richtlgkeit des ILA-Tests 

[0069] Eine retombinante Mistellektin-Probe wurde mittels ELLA-Quantlfizierungs-Test quantifiziert. Es wurden 
zwei StammlOsungen von 15 ^g/ml und 10 ^g/ml in PVP-Puffer angelegt, die im fblgenden serieil verdQnnt wurden. 
Von den jeweiligen VerdOnnungen (1 .25 fig/ml, 2.5 fig/iml, 5 fig/ml, 7.5 ^g/ml, 10 ^g/ml) wurden Immer gleiche Volumina 
im ILA eingesetzt (30 ^1 bis 0,02 pj). Die Auswertung erfolgte nach Auftragung der A490 gegen die steigenden Volumina 
mittels Vier-Paramerter-Fit. Die so ermittelten Volumenaktivitaten wurden gegen die steigende rML-Konzentration auf- 
getragen (Fig. 5). Es zeigt sich ein linearer Zusammenhang zwischen der Volumenaktivitdt und dem rML-Gehalt einer 
Probe. In dem getesteten Konzentrationsbereich fuhrt eine Verdopplung der rML-Kbnzentration auch zu einer Verdopp- 
lung der Volumenaktivltat. 

Beispiel 5: Bestimmung der Volumenaktlvltfit in Anwesenhelt kompetltlerender Karbohydrate 

[0070] Rekombinantes Mistellektin #FH1 10697 wurde in steigenden Volumina 
(0/0.02/0.05/0.1/0.2/0.5/174/6/9/20^0 ^l) an eine mit dem m/U< TA5 beschichtete Platte gebunden. Bei diesem Einfang- 
vorgang wurde einer MeBreihe zusatzlich zu den Pufferkomponenten 20 mM Lactose zugegeben (Fig. 6), eine Kbnzen- 
tration, die die Aktivitat der B-Kette quantitativ kompetitieren wurde (siehe Fig. 7). Der EinfiuB des kompetitiven 
Karbohydrates Lactose bei der BIndung des rML an den TA5 FangantikOrper auf die Volumenaktivitdt (VA) war nicht 
signifikant (VA + Uctose: 1 Unit » 2.89 ^1; entspr.: 345 U/ml; VA -Lactose: 1 Unit » 2.15 ^lentspr.: 465 U/ml). 
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Beispiel 6: Kompetitlon der Kbhienhydrat-Bindung durch Lactose 

[0071] Ein definiertes Volumen rML (# 161296) entsprechend 100 ng rML in der Kavitdt (Bestimmung laut ELLA) 
wurde uber den TA5 AntikOrper an die 96-Loch-Platte gebunden. Der folgende Schritt der Bindung des biotinylierten 
5 Aslalof etulne an die B-Kette des rML-MolekOls wurde unter steigenden Kbnzentrationen des Konfipetitiven Kbhlenhydra- 
tes p-D-Lactose (0.28 bis 140 mM) durchgefOhrt (Fig. 7). Eine Auswertung der Kun/e ergab, dalB zur Kbmpetition von 
50% des Aslalofetuins 2.6 mM Lactose ausreiclit. Bereits bei einer Konzentration von 20 mM Lactose sind >90% der 
Aslalofetuin Molekule durch Lactose kompetitiert. Dieser Versuch verdeutlicht daB mit dem Aufbau des lUVdie Kbhlen- 
hydrat-Aktivrtat der MIstellektin-B Kette beschrieben wird. 

10 

Beispiel 7: Vermessung der VDiumenalctivltdt In Extraldprflparaten 

[0072] Die Anwendbarkeit des ILA auf Extraktprdparate wurde hier beispielhaft mit dem Produkt Abnoba Viscum 
Mali D2, Ch.Bez.: 605 HIK-N-1 der Firma Abnoba, Pforzheim gezeigt. Das Prdparat wurde einmal im Formulierungs- 
15 puffer der Firma Abnoba und zum Vergleich dialyslert gegen den PVP-Puffer vermessen (Fig. 8). Eingesetzt wurden 
hier ebenfalls die Volumina 0/0.02/0.05/0. iy0.2/0.5/1/4/6/9y20y30 \lI Eine Auftragung der Absorption bei 490 nm gegen 
das steigende Volumen der beiden Proben zeigte, daB Extraktprdparate prinzipiell vermessen werden kdnnen. Ein 
signtfkanter EinfluB der Puffer auf die Volumenaktivitdt konnte ausgeschlossen werden (Volumenaktivitdt in Formulie- 
rungspuffer: 1 Unit = 3.26 (il; entspr. 307 U/ml; Volumenaktivitflt in PVP-Puffer: 1 Unit = 3.15 jil: entspr. 317 U/ml). 

20 
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PatentansprQche 

25 

1 . Verfahren zur Identif izierung und/oder Quantifizierung einer ersten Subslanz, welche l^hlenhydrat bindet. das die 
fblgenden Schritte umfaBt: 

(a) Zugabe einer zu testenden Probe zu einem Trdgermaterial, wobei das Tragermaterial einen immobilisierten 
30 Rezeptor trftgt welcher einen Tell der ersten Substanz spezlflsch bindet. der nicht In die Kbhienhydratblndung 

involviert ist; 

(b) Zugabe einer zweiten Substanz, die einen Kbhienhydrat-Anteil enthait, wobei der Kbhienhydrat-Antell 
durch die erste Substanz in einem Kbmplex gebunden wild und wobei der Kbmplex nachwelsbar ist; und 

35 

(c) Nachweisdes Kbmplexes. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, da8 die erste Substanz ein Lekb'n Ist. 

40 3. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekennzelchnet, da8 das Lektin ein pflanzliches Lektin ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzelchnet. daB das pflanzliche Lektin ein Mistellektin ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4. dadurch gekennzelchnet, daB die zweite Substanz. die einen Kbh- 
45 lenhydrat-Anteil enthdlt. ein Glykoprotein, ein Glykolipid. ein Kohlenhydrat Oder ein synthetisches Substrat mit Koh- 

lenhydrat-Anteil Oder ein Neoglycoproteln. vorzugsweise Poly-N-Hydroxyethyl-N-SP-Btotinyl-N-SP-Glycosyi- 
Acrylamid ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5. dadurch getennzetohnet, daB das Glykoprotein Asialofetuin Ist. 

so 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet. daB das synthetische Substrat mit Kbhienhydratantell ein 
Neoglycoprotein, vorzugsweise Galactosyl-Rinderserumalbumin ist 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzelchnet, daB der immobilislerte Rezeptor ein Anti- 
55 kdrper, ein Aptamer oder ein Enzym ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzelchnet. daB der AntikOrper ein monoklonaler Antikdrper ist 
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10. Veifahren nach einem der AnsprQche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet daB die zweite Substanz, welche einen 
Kohlenliydrat-Antell enthdlt, nachwelsbar marKiert ist. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 1 0. dadurch gekennzeichnet. daB die Markierung eine dritte Substanz ist, die eine vierte 
s Substanz spezifisch bindet. 

1 2. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis vermittels eines zweiten 
Rezeptors erfblgt. wetcher spezifisch an die zweite Substanz bindet. 

10 13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der zweite Rezeptor nachweisbar markiert ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB man fur den Nachweis einen dritten Rezeptor zusetzt, 
wobei der zweite Rezeptor durch einen dritten Rezeptor gebunden wird und wobei der dritte Rezeptor, vorzugs- 
weise durch ein daran gebundenes Enzym. nachweisbar markiert ist. 

IS 

15. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die dritte Substanz Biotin, Avidin oder Streptavkilin ist. 

1 6. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzekshnet. daB die vierte Substanz Biotin, Avidin oder Streptavklin ist. 

20 17. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzetehnet, daB der zweite und/oder dritte Rezeptor ein Anti- 
kOrper. ein Aptamer Oder ein Enzym ist 

ia Verfahren nach einem der AnsprQche 1 1 und 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet. daB die vierte Substanz nach- 
weisbar markiert ist. 

25 

19. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet, daB die Markierung ein an die vierte Substanz gekoppeltes 

Enzym ist. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 10 und 13 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB die iVIarkierung eine fiuores- 
30 zierende. chemilumineszierende. biolumineszierende oder radioaktive Markierung oder colloidales GokJ ist 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis durch Spektrometrie, 
Fluorimetrle, Luminometrie, Radbmetrie. Potentiometrie oder enzymab'sch / katalytisch eriotgt 

35 22. Veriahren nach einem der AnsprQche 1 4 und 1 7 bis 21 , dadurch gel«nnzeichnet, daB das Enzym durch eine colo- 
rimetrische Substratumsetzung nachgewlesen wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym Meen-ettich-Peroxidase oder alkalische 
Phosphatase ist. 

40 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB die zweite Substanz zusammen mit 
den weiteren Substanzen und/oder Rezeptoren in einem Schritt zugegeben wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB die erste Substanz in einem Rohex- 
45 trakt nachgewiesen und/oder quantifiziert wird. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Sdttigung der Bindung der 
ersten Substanz unter einer Kbnzentration von 50 fig/nfri. bevorzugt unter einer Kbnzentration von 5 ^gAnl, starter 
bevorzugt unter einer Konzentration von 2 ^g/ml und besonders bevorzugt unter einer Kbnzentration von 0.9 \iQfm\ 

so erreicht wird. 

27. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB das feste Trftgermateriai eine Mikro- 
titerplatte, ein TestrOhrchen oder ein KQgelchen (Bead) ist. 

55 28. Test-Kit zur Ausfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 27, enthaltend: 

(a) einen Rezeptor, wie in einem der vorstehenden AnsprQche def iniert, welcher einen Teil der ersten Substanz 
spezifisch bindet der nicht in die Kbhlenhydrattrindung involvlert ist; 
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(b) eine zweite Substanz, wie in einem der vorstehenden Anspruche def iniert; und 

(c) eine Detektionssystem zum Nachweis der zwerten Substanz. 

29. Te6t-Kit nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet. daB 

(a) der Rezeptor, weicher einen Teil der ersten Substanz spezifisch bindet. der niclit in die Kbhlenhydratbin- 
dung invoMert ist, ein monoMonaler AntikOrper ist; 

(b) die zweite Substanz biotinyliertes Asialofetuin Ist, und 

(c) das Detelctionssystem mit Meerretticli-Peroxidase konjuglertes Avidin ist. 

30. Test-Kit nach Anspruch 28 Oder 29» dadurch gekennzeichnet, daB der Rezeptor an ein Trdgermaterial immobilisiert 
ist 
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Fig. 1: Schematischer Aufbau des Inversed Lectin Assay, ILA 



"Substratumsetzung" 
z,B. chromogenes Substrat 



-to- 



"vierte Substanz" 
z.B. Avidin 
Oder 
^jnttei^Rezeptor^ 

"dritte Substanz" 
z.B. Biotin 




"zweiter Substanz" 
z.B. Asialofetum 
Oder 

"zweiter Rezeptor" 



"erste Substanz" 
z.B. Mistellektin 




"immobilisierter Rezeptor" 
z.B. monoklonaler Antikorper 
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